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Introduccion. A lo largo de la historia los polimeros han sido
utilizados en medicina para diferentes propositos, entre ellos
como acarreadores de farmacos. (1) Esta aplicacion ha sido
explotada recientemente ya que los polimeros incrementan la
estabilidad y la solubilidad del farmaco ademas de aumentar la
vida media en el torrente sanguineo, lo cual se traduce en dosis
mas bajas y tratamientos méas econdmicos. (2) El polimero
poly(N-(2-hidroxipropil)  metacrilamida (HPMA) ha sido
recientemente estudiado como acarreador. (3) Esto debido a
que, ademas de ser soluble en agua, no inmunogénico y
biocompatible, posee grupos funcionales los

cuales pueden ser utilizados para acarrear CH,
diferentes moléculas. (4) Es por esta razon que
el HMPA se ha propuesto como acarreador de
farmacos, sin embargo, la mayoria de las °
investigaciones se han concentrado en la HN
conjugacién de agentes quimioterapéuticos
dejando de lado su uso para acarrear proteinas.
(5) Por lo tanto, existen areas de oportunidad en
el proceso de obtencion y purificacion de CH,
conjugados HPMA-proteina.
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Fig. 1. Estructura del HPMA.

El objetivo de este trabajo es establecer las condiciones 6ptimas
de la reaccion de conjugacion de HPMA con Ribonucleasa A
(RNasa A) asi como un proceso cromatografico para su
purificacion.

Metodologia. El proceso usado se muestra en la figura 2.
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Fig. 2. Diagrama general de la metodologia usada. El trabajo se
dividi6 en tres etapas: conjugacion, andlisis y separacion
cromatogréfica.

Resultados. La esterificacion no fue viable para unir RNasa A al
esqueleto polimérico mientras que la aminacion reductiva si
produjo conjugados HPMA-RNasa A aun cuando se usO un
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rango de peso molecular amplio >10 kDa. Cuando se utiliz6 un
rango de peso molecular entre 30-50kDa se obtuvo un mejor
rendimiento de conjugacion (Ver Figura 3). Debido a la baja
homogeneidad del polimero no se pudo observar un pico bien
definido que correspondiera al conjugado HPMA-RNasa A en los
cromatogramas, sin embargo, si se observd un patrén diferente
con respecto a los estdndares. El intercambio catiénico no
resulté factible debido a que el polimero se une al soporte,
generando un perfil cromatografico donde no es posible
identificar el conjugado.
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Fig. 3. Tincion de plata conjugados HPMA-RNasa A. 5 rangos de
polimeros fueron probados: 10-30 (carril 3), 30-50 (carril4), 50-100
(carril 5), >100 (carril 6) y >10 kDa (carril 12). Reacciones de
esterificacion (carril 8-11). Estandar de RNasa (carril 2) y marcador de
peso molecular (carril 1y 7)

Conclusiones. La esterificacion no fue favorecida debido al
impedimento estérico, por otra parte, la activacion con
glutaraldehido proporcion6é una extension que permitié que la
conjugacion funcionara a través de una aminacion reductiva. La
naturaleza hidrofébica y la carga negativa del copolimero
permitieron separar el conjugado mediante HIC y AEX debido a
que la RNasa A provoca cambios en estas propiedades
superficiales. Este trabajo proporciona una ruta sencilla (3 pasos:
copolimerizacién, activacién y conjugacion) de conjugacion, asi
como un proceso cromatografico eficiente.
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